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論 文 内 容 の 要 旨

転写因子AMLl(Runxl/PEBP2αB)は白血病の原因遺伝子として知られており,染色体転座への関与や点突然変異が

報告されている｡ 白血病の遺伝子異常としては最も頻度が高いことから,その発症機構の解明に向けて盛んに研究が行われ

ており,また,本来の生理的な機能についても関心が寄せられている｡

AMLlノックアウトマウスは,胎仔肝における造血の欠如を示し,胎生12.5日までに死亡する｡ マウスの造血には,胎

生期の一時期,卵黄嚢で有核赤血球を産生する胎仔型造血と,胎仔肝や腺臓,骨髄において造血幹細胞から様々な血液細胞

を産生する成体型造血の二種類が存在する.AMLlノックアウトマウスでは,卵黄嚢での造血は正常であり,胎仔肝での

造血のみを欠損している｡ このことから,AMLlは成体塑造血に必須の因子とされていた｡しかし近年の研究では,造血

幹細胞は胎仔肝に移動する以前にAGM (aorta一gonad-mesonephros,大動脈一生殖隆起-中腎)と呼ばれる領域で発生す

ることが明らかとなり,AMLlノックアウトマウスにおいてどの投階で成体型造血に異常が生じているのかを知るために

は,この領域を調べる必要が出てきた｡また,造血幹細胞の組織学的な実体についても近年研究が進み,AGM領域内の背

側大動脈の腹側内壁に見られる血液細胞クラスターがその候補として挙げられるようになってきた｡これらクラスターはあ

たかも血管内皮細胞から出芽しているかのような像を呈し,造血幹細胞のマーカーとして知られるC-KitやCD34の抗体

で染色されることから,背側大動脈の血管内皮細胞から造血幹細胞が産生され,その後肝臓に移動し,そこで造血をおこな

うのではないかと推測されている｡

以上の知見をもとに,AMLlノックアウトマウスの解析をおこない,どの段階で成体型造血が阻害されているのかを検

討した.その結果,AMLlノックアウトマウスの血管内腔には血液細胞クラスターが形成されていないことを確認したO

これは,AMLlノックアウトマウスでは血管内皮細胞から血液細胞が産生されていないということを示唆しているが,さ

らに直接的な証明をおこなうために,つづいてinvitroでの培養実験を試みた｡血管内皮細胞特異的なマーカーであるVE

-cadherinを利用し,胎生10.5日目のマウス胎仔および卵黄嚢から血管内皮細胞のみを分取し,dp9ストローマ細胞と共培

養をおこなうと,十/+,+/-マウスの血管内皮細胞からは血液細胞が分化してきたが,-/-マウスではまった･く分化が

見られなかった｡また,このアッセイでは培養した血管内皮細胞の一部がその性質を保ったまま内皮細胞のコロニーを形成

するため,血管内皮細胞の性質についても同時に検討できる｡AMLlノックアウトマウス由来の血管内皮細胞のコロニー

形成能は正常マウス由来のものと大きな差を認めず,内皮細胞についてはほぼ正常であると結論づけられた｡ したがって,

AMLlノックアウトマウスでは血管内皮細胞まではほぼ正常に分化が進み,そこから血液細胞に分化する段階が阻害され

ていると思われる｡ このことは,艦体,卵黄嚢という部位に関わらず,血管内皮細胞から血液細胞への分化にAMLlが必

須の因子であ′ることを示唆している｡ そして同時に,卵黄嚢での造血に関して新たな知見をもたらしている｡ 卵黄嚢での造

血については,血島でみられるよう′な中肱葉から直接分化する経路が以前より知られていたが,これに加え,-十重管内皮細胞

から分化する経路も存在しているのである｡
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

AMLlは転写因子をコードする遺伝子であり,そのノックアウ寸マウスは胎仔肝における造血の欠如を示すことノから,

成体塾造血に必須の因子であると結論づけられていた｡しかし近年の研究では,造血幹細胞は胎仔肝で発生するのではなく,

背側大動脈で発生するとの見方が有力となっている｡ ここには血液細胞の.クラスターが観察され,あたかも血管内皮細胞か

ら出芽しているかのような像を皇していることから,造血幹細胞は血管内皮細胞から産生されると考えられている｡

申請者はAMLlの真の作用点を探るべくノックアウトマウスの解析をおこない,ノックアウトマウスの血管内腔には血

液細胞クラスターが形成されていないことを確認した｡この結果は,0 AMLlノックアウトマウスでは血管内皮細胞から血

液細胞への分化が起きていないということを示唆している｡ さらに直接的な証明をおこなうために,血管内皮細胞特異的な

マーカーであるVE-cadherinを利用し,マウス胎仔から血管内皮細胞のみを分取LOP9ストローマ細胞との共培養をおこ

なった｡その結果,､+/+,+ノーマウスの血管内皮細胞からは血液細胞が分化してきたが,-/-マウスでは全く分化が見

られなかった｡これらの結果は,AMLlが血管内皮細胞から血液細胞への分化に必須の因子であることを示している｡ この

研究はAML1の機能解明に貢献し,造血幹細胞の形成過程の解明に寄与するところが多い.したがって本論文は博士 (医

学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,′平成12年10月26日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,､合格と認められたものであ

る｡
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